



















adult  human  dermal  fibroblasts  included  analyses  on  cell  cycle  distribution,  caspase  activity, 
phosphatidylserine translocation, cell morphology and Bax/Bcl‐2 protein expression. Then, 2D and 
3D migration of B16F10 cells were studied using scratch and Transwell assays, respectively. Ursolic 
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The  simplicity of  the 3‐acetyl derivative,  commonly  referred  to as acetylursolic acid or 3‐O‐
acetylursolic acid, makes it a good candidate for further mechanistic studies and has not yet been 
studied for its anti‐migratory activities. Previous works studied the semisynthetic product. It seems 
that 3‐O‐acetylursolic acid  is scarce  in nature as  it has been seldom  isolated. Some of  its reported 
sources  are  the  aerial  roots  of  Ficus  microcarpa  (Moraceae),  the  leaves  of  Carissa  spinarum  L. 
(Apocynaceae) [16], and the aerial parts of Strumpfia maritima Jacq. (Rubiaceae) [17].   
Another  way  to  increase  the  apoptotic  and  anti‐migratory  effects  of  ursolic  acid  is  by 
combination with a synergic drug. Quercetin  is a secondary metabolite that  is known for  its anti‐
migratory activity and shown synergistic activity with sulforaphane [18]. Many studies suggest that 
ursolic  acid  and  quercetin  not  only  can  be  used  as  cancer  chemosensitizers  to  standard 
chemotherapeutic drugs but also as  chemoprotective and  radioprotective  thus protecting normal 
cells  [19,20].  Their  combination  would,  therefore,  provide  notable  advantages  in  anticancer 
treatment.   
Therefore, we here  aim  to  contribute  to  the  current  knowledge  of  the  effects of pentacyclic 





Ursolic acid and  its acetate were  isolated as previously described  [16]. Other chemicals were 
purchased  from  Sigma‐Aldrich  (St. Louis, MO, USA): ursolic  acid  (≥90%)  and  quercetin  (≥90%), 
Sulforhodamine  B,  trichloroacetic  acid,  Trizma  base,  propidium  iodide,  Ribonuclease  A, 















human dermal  fibroblasts)  from Thermo Fisher Scientific  (Waltham, MA, USA). A375 and HDf‐a 
were used to study the cytotoxicity and selectivity of compounds and B16‐F10 cell line was used in 
the scratch and Boyden chamber assays. A375 cells were maintained in DMEM and supplemented 
with  10%  FBS  and  1%  penicillin‐streptomycin  antibiotic.  HDf‐a  cells  were  grown  in  MEM 
supplemented with  10%  FBS,  1% MEM‐NEAA,  and  1%  antibiotic  solution.  The media  used  to 
maintain B16‐F10 was MEM, supplemented with 10% FBS and 1% of the antibiotic solution. All cell 






















removing  the  old media  and  incubated  for  48  h. Afterwards,  cells were washed with  PBS  and 
detached  by  adding  TrypLE  and  combined  with  floated  cells.  Then,  the  cell  suspension  was 







Analysis  of  phosphatidylserine  translocation  was  performed  using  Annexin  V‐FITC  kit 
















room  temperature. When  the  incubation period was completed,  the  luminescence of each sample 

























the  gel,  the membrane was  blocked  in  blocking  buffer  for  1h  at  room  temperature.  Then,  the 
membrane was washed with TBST and probed with Bax, Bcl‐2, and β‐actin proteins, the latter was 
used as a standard for the amount of the loaded protein (50 μg) in each lane. Later, the bound primary 
antibody  complex  was  stained  using  horseradish  peroxidase‐conjugated  secondary  antibodies. 
Protein  bands  were  detected  with  enhanced  chemiluminescence  reagents  and  visualised  by 
GeneGnome  for  chemiluminescence  imaging  (Syngene Bio  Imaging,  Frederick, MD, USA) using 
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cells were plated on a 6‐well plate to produce a nearly confluent cell monolayer and later a scratch 
was made using a sterile 200 μL plastic pipette tip in the monolayer and wells were washed with the 











medium  onto  the pre‐coated  filters  and  the  lower  chambers were  filled with  the  same medium 
containing several concentrations of the drugs and incubated for 24 h. Later, the remaining cells were 































any  effect  on  cell  cycle progression. Cell  cycle distribution  in  3‐O‐acetylursolic  acid‐treated  cells 
showed a pronounced reduction of G1 population (58.70%, p = 0.0067) with a concomitant elevation 
of cell population at S stage (28.94%, p = 0.0373) compared to untreated cells (Figure 3A). Treatment 
of A375 cells with ursolic acid progressively  increased  the values of cell  counts  in  sub‐G1 phase 
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3.3. Induction of Apoptosis According to Annexin V‐FITC/Propidium Iodide (PI) Staining  






of  live  cells  (60.98%,  p  =  0.0077)  (Figure  4A).  Additionally,  the  percentage  of  double‐positive 
population Annexin V‐positive/PI‐positive was significantly  increased  (29.06%, p = 0.0153).  In  the 
case  of  ursolic  acid‐treated  cells,  Figure  4B  shows  a  significant Annexin V‐positive/  PI‐negative 
population (5.40%, p = 0.0420), which was associated with a reduction in the percentage of the normal 
population (54.65%, p < 0.0001). The magnitude of late apoptotic population (Annexin V‐positive/ Pl‐











imaging  kit  (blue/green)  and  phase  contrast microscope  to  confirm  that  both  compounds were 
cytotoxic to melanoma cells and to reflect the findings of the SRB assay. The percentage of green‐
stained cells after exposure  to ursolic acid and  its acetate  for 48 h were elevated compared to the 





















whether  the  anti‐proliferative  activity  associated  with  effects  on  caspase‐mediated  apoptosis 










determine  the  effects  of  GI50  concentrations  of  3‐O‐acetylursolic  acid  and  ursolic  acid  on  the 
expression level of both proteins in A375 cells. Following 48 h treatment, ursolic acid and its acetate 
caused an alteration in the expression of Bax and Bcl‐2 on A375 cells, leading to a significant change 
in  Bax/Bcl‐2  ratio  (p  =  0.0017  and  0.0011,  respectively).  Bcl‐2  was  almost  downregulated  with 
simultaneous upregulation of Bax protein (Figure 7) in comparison to their respective controls. 
A) B) 






The  anti‐migratory properties were  evaluated using  scratch  assay where  a  scratch was  first 
created in a monolayer of B16‐F10 melanoma cells and the cells were treated with the test drugs. The 
anti‐migratory capacity of the single compounds was evaluated and their IC50 calculated (Table 1) as 






Combination  treatments of  the  triterpene acids and quercetin  failed  to show any synergy  in 
suppressing cell proliferation (data not shown). 
Due  to  the  lack  of  anti‐migratory  activity  of  3‐O‐acetylursolic  acid,  we  only  tested  the 
combination of ursolic acid with quercetin in cells exposed to ‘fixed ratios’ as follows: 1, 1/2, 1/4, and 
1/8 of their IC50s. Quantitative analyses of the relative migration rates are summarised in Table 1. The 
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Figure 8. 2D anti‐migratory effects of 3‐O‐acetylursolic acid (UAA) and ursolic acid (UA) on B16‐F10 
murine  melanoma  cells  alone  and  in  fixed  ratio  combinations  with  quercetin.  Representative 












n/a  125  0  50%  n/a  n/a 
n/a  0  13.7  50%  n/a  n/a 
IC50  125  13.7  24%  0.90‐1.10  ± 
IC50/2  65.5  6.85  34%  0.7‐0.85    ++ 
IC50/4  31.25  3.42  44%  0.3‐0.7  +++ 
IC50/8  15.62  1.71  52%  0.3‐0.7  +++ 
1 (±) Nearly additive; (++) Moderate Synergism; (+++) Synergism [26]. 
The effect of the combinations at the same fixed ratios of both drugs on cell invasion is shown in 
Figure  9. All  combination  treatments down  to  1/8  IC50s  significantly  suppressed  3D  cell B16‐F10 

















The  above‐presented  results  evidence  for  the  first  time  that  the  3‐acetylation of ursolic  acid 
changes  the phase at which A375  cells arrest  their cell cycle. This occurs with a  similar GI50 and 





revealed  by  the  elevated  percentage  of Annexin V‐positive/  PI‐negative  cells  (3.99%  vs.  5.40%), 
respectively. This is followed 24 h later by increased caspase‐3 activity and disruption in the balance 
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Previous research on melanoma M4Beu cells had shown how ursolic acid induces cell arrest at 










acid  in  cell morphology  compared  to ursolic acid‐treated  cells,  featuring  significantly higher  cell 
shrinkage and membrane blebbing. 
Melanoma  is  highly metastatic  cancer. Ursolic  acid  has  been  reported  to  inhibit melanoma 




[20].  Previous work  described  how  quercetin  and  sulforaphane were  able  to  reduce melanoma 
growth in a mouse model by suppressing MMP‐9 expression in the mouse tumours [34]. As ursolic 
acid and quercetin have been  reported  to display anti‐migratory activity on melanoma  cells,  the 









In  summary,  3‐acetylation  of  ursolic  acid  maintains  the  potency  and  overall  apoptotic 
mechanism of  the parent molecule with a more aggressive  influence on  the morphology of A375 
melanoma cells due to their arrest at S instead sub‐G1 phase. We also demonstrate here that ursolic 
acid can act in synergy with quercetin to reduce cancer cell migration. 
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